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PROCEDE POUR REMODELER LE GENOME D'UN ANIMAL PAR TRANSFERT ZYGOTIQUE D'UNE 
RECOMBINASE SPECIFIQUE DE SITE. 

La presente invention concerne un proc6de pour 

transferer dans un oocyte d'un mammifere une proteine 
d'interet, notamment une recombinase sp6cifique de site, 
sous sa forme active. Ladite recombinase est exprimee 
dans les cellules germinates males sous le contrdle d'un 
promoteur sp6cifigue et reste assoctees a la chromatine des 
spermatozoides. Ce proced§ est particulierement utile pour 
remodeler le genome d'un animal, par exemple pour inserer 
une sequence etrangere dans le genome d'un animal, et 
pour remplacer une sequence par une autre. Dans le cas ou 
ledit promoteur est le promoteur Sycpl, un mode d'applica- 
tion permet de realiser des recombinaisons entre chromo- 
somes paternels et matemels. La presente invention porte 
egalement sur les animaux susceptibles d'etre obtenus par 
ce procedS, et sur ('utilisation de ces animaux transgeni- 
ques dans les industries pharmaceutiques, cosmetiques, et 
agro-alimentaire. 
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La prSsente invention concerne un proc£d£ pour transferer dans 
un oocyte d'un mammif£re une prot6ine d'int£r§t, notamment une 
recombinase specif ique de site, sous sa forme active. Ladite 
recombinase est exprimSe dans les cellules germinales m&les 
sous le contrdle d'un promoteur specif ique et reste associ£es a 
la chromatine des spermatozoldes . Ce proc£d£ est 
particuliSrement utile pour remodeler le genome d'un animal, 
par exemple pour insurer une sequence 6trang£re dans le g£nome 
d'un animal, et pour remplacer une sequence par une autre. Dans 
le cas oQ ledit promoteur est le promoteur Sycpl, un mode 
d' application permet de r£aliser des recombinaisons entre 
chromosomes paternels et maternels. La pr£sente invention porte 
6galement sur les animaux susceptibles d'etre obtenus par ce 
proc£d£, et sur 1 ' utilisation de ces animaux transgSniques dans 
les industries pharmaceut iques , cosm£tiques, et agro- 
alimentaire. 

Le proc§d6 de recombinaison site sp£cifique repr£sente un outil 
puissant pour effectuer des modifications predetermines dans 
le genome des animaux. Plusieurs enzymes de recombinaison, dont 
la recombinase Cre du bacteriophage PI (Sauer & Henderson, 
1989, 1990 et Porter, 1998) catalysent un Gvfinement de 
recombinaison entre deux sequences d6soxyribonucl6otidiques 
double brin d6finies (sequence cible LoxP pour I'enzyme Cre). 
Ces operations de recombinaison par Cre ont et6 rSalis^es dans 
des cellules en culture (Sauer et Henderson, 1990) et dans les 
cellules des plantes (Albert et al . 1995), mais pas sur la 
lign£e germinale d'un animal. 
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La reaction de recombinaison a ete le plus souvent 
utilisee pour la deletion cibiee M knock-out n de regions 
gfinomiques sp6cifiques dites « flox6es » par recombinaison 
intramoieculaire entre deux sites LoxP d'une m§me molecule. En 
particulier , des deletions dans des types eel lula ires 
determines ont 6te r6alis6es £ partir de diverses constructions 
g£n£tiques permettant de faire exprimer specif iquement la 
recombinase Cre (Brocard et al . 1997). L' integration ciblfie 
"knock-in" pourrait repr6senter une possible application de la 
recombinaison specif ique de site et serait d'un grand interet, 
mais certaines limitations n'ont pas permis un tel 
developpement . De maniSre gen6rale, une recombinase pourrait 
catalyser une recombinaison intermoieculaire entre deux 
molecules d'ADN portant chacune un site sp6cifique (ou site de 
recombinaison) et servirait & 1 ' integration d'un ADN 
heterologue (introduit dans la cellule) en un site defini (une 
region du genome de la cellule) . 

20 L' application a la lignee germinale d'un mammifdre 

pourrait £tre envisagee chez les mammif^res par les methodes 
actuellement disponibles, mais 1' operation exigerait une suite 
de longues etapes techniquement difficiles, impliquant la 
selection de clones recombinants dans des cellules ES en 

25 culture, l'obtention de chimeres germinales, et une serie de 
croisements avant 1'obtention d'une lignee recombinante stable. 
D'une part, le temps requis pour 1 ' ensemble de ces operations 
se chiffrerait en mois, sinon en annees et le rendement serait 
faible. D' autre part, la selection des clones recombinants 

30 exigerait 1 • introduction de gdnes de resistance a des 
antibiotiques. Ces selections pourraient introduire des 
distorsions imprevisibles de 1* expression genet ique. 



BNSOOCID: <FR 2782734A1_I_> 



2782734 1 

w 

3 

En l'6tat actuel de la technique, les mutations 
introduites par recombinaison homologue ou excision sont 
frSquemment letales pour les animaux. De ce fait, I'effet de 
ces mutations dans la lignee germinale m£le ne peut Stre evalue 
5 puisque le processus cyclique de la spermatogen^se implique un 
nombre de gfines de regulation qui exercent des fonctions 
critiques dans d'autres organes, Un exemple de cette situation 
a ete d6crit pour le gSne Brcal (Gowen et al . 1996, Zabludoff 
et al . 1996) .Cette limitation peut Stre surmontee en 

10 etablissant un contrdle spatial et temporel de 1' expression de 
la recombinase . L'utilisation de promoteurs de tissus 
specif iques et de promoteurs inductibles, 1 ' utilisation de 
vecteurs ad£noviraux et de formes de la recombinase activees 
par des hormones ont ete consid£r6es pour palier ce probieme 

15 {Akagi et al . 1997, Brocard et al . 1997, Gu et al . 1994, Kuhn 
et al. 1995, Porter, 1998 , Wagner et al . 1997). 

Ces probiemes sont resolus par la presente invention 
puisque la recombinase, n'est exprim6e que dans les cellules 
20 germinales m&les. De manidre inattendue, elle reste associee a 
la chromatine des spermatozoldes et est transferee par les 
spermatozoides dans les oocytes sous forme active aprds la 
f£condation. Ceci permet in fine de remodeler le genome . 

25 Une application supplement aire pourrait §tre la 

recombinaison meiotique homologue specif ique de site entre 
chromosomes paternels et maternels. Ceci exigerait la presence 
de 1' enzyme pendant la premiere division de meiose 
(essentiellement au stade pachytene) , ce qui est precis6ment le 

30 cas dans les experiences menant & la presente invention. 

La meiose reduit la taille du genome et genere une 
diversite genetique par recombinaison homologue, tout en 
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maintenant 1 ' integrite g6n6tique par un processus de 
reparation. 11 existe peu de connaissances concernant les 
processus de regulation transcriptionnelle lors des premiers 
stades de la meiose. Cependant, des etudes avec des sour is 
5 transg^niques ont conduit r£cemment & 1 1 ident if icat ion de 
promoteurs specif iques des cellules mSles, par exemple HSP70-2 
(Dix et al. 1996), Pdha-2 (Iannello et al. 1997), Pgk2 
(Robinson et al . 1989), Tcp-lObt (Ewulonu et al . 1993) et 
Hox-a.4 (Berhinger, 1993). L'adressage de 1'expression de Cre 
10 vers la lign£e germinale, public dans O' Gorman et al . 1997, 
utilise le promoteur de la protamine Prml, qui est actif 
seulement apr£s la meiose. 



Le gdne Sycpl a ete identifie, clone et localise sur le 
15 chromosome 3 de la souris (Sage et al . 1997). La proteine est 
un composant majeur de l'eiement central du complexe. 
synaptonemal (Meuwissen et al . 1992). Elle est presente 
exclusivement pendant la m6iose du male et de la femelle du 
debut du stade zygotene jusqu'au stade diplotdne (Meuwissen et 
20 al. 1992, Heyting et al . 1989, Offenberg et al . 1991, Dietrich, 
et al . 1992, Moens et al . 1992, Dobson et al, 1994). 
L' expression concomitante de 1 1 ARNm et de la proteine montre 
que la regulation de 1'expression se situe au niveau 
transcriptionnel (Meuwissen et al . 1992). 

25 

Contrairement aux promoteurs ci-dessus mentionnes, qui 
sont exprimes & des stades relativement tardifs de la 
dif ferenciation germinale, Sycpl presente 1 ' interet d'etre 
exprime lors de la phase pr6coce de la meiose des 
30 spermatocytes. II a et6 necessaire d 1 identifier et de 
seiectionner les elements responsables de 1» expression 
specif ique de Sycpl. Vu qu'il n'a pas ete possible d'etablir 
une lignee cellulaire qui exprime le g£ne endogSne, des 
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experiences a partir de souris transgeniques ont ete 
effectuees. Ainsi, on a trouv6 qu'une region du promoteur de 
Sycpl de souris, localisee jusqu'a 260 pb en amont du site 
d' initiation de la transcription du gene Sycpl, est non 
seulement suffisante pour diriger 1« expression d'un transgene 
pendant la periode initiale de la meiose chez le male, mais est 
aussi est la plus efficace chez les males sans pour autant etre 
active dans l'ovaire. Cette region de Sycpl se trouve done 
utile pour la recombinaison meiotique entre des sites LoxP soit 
portes sur le meme chromosome, soit a des localisations 
distinctes des chromosomes paternels et maternels. 

L' ensemble des operations necessaires a la mise en oeuvre 
de la presente invention n'exige qu'une serie de 
microinjections et reimplantations, technique aujourd'hui de 
routine, sur un nombre limite d'oeufs fecondes (une portee est 
le plus souvent suffisante) . Contrairement a une operation 
menee a partir de cellules ES, la procedure presentee 
n'implique pas 1 1 utilisation de systemes de selection, et le 
temps necessaire a l'obtention de la souris recombinante est de 
quelques semaines, ce qui est considerablement plus rapide que 
pour la selection de recombinants. En outre, les animaux 
transgeniques obtenus et leurs descendances sont totalement 
stables. 

Ainsi, aucun des documents de la technique anterieure ne 
decrit, ni ne suggere la presente invention telle que definie 
ci-dessous . 

Description 

La presente invention concerne un precede pour transferer dans 
un oocyte une proteine d'interet, qui possede une forte 
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affinity pour l'ADN, sous sa forme active. Ce procede consiste 
k faire exprimer dans les cellules germinales mSles une 
prot6ine possedant une forte affinity pour L'ADN, ladite 
proteine restant associee & la chromatine des spermatozoides , d 
5 fertiliser des oocytes et & transferer la proteine par lesdits 
spermatozoides. La proteine est ensuite liberee sous sa forme 
active lors de la decondensation de la chromatine apr£s la 
fecondation. 

Un mode d' application avantageux de ce procede reside dans le 
10 transfert d'une recombinase specif ique de site, notamment Cre . 

Ainsi, la pr£sente invention concerne un procede d' insertion 
d'une sequence etrangdre dans le genome d'un animal comprenant 
les etapes suivantes : 



15 



20 



25 



a) expression d'une recombinase specif ique de site dans les 
spermatocytes d'un msile portant au moins un site specif ique 
dans son genome, ladite recombinase restant associee cl la 
chromatine des spermatozoides. 



b) 



Fertilisation des oocytes et transfert de la recombinase par 
lesdits spermatozoides . 



c) Microinjection d'un ADN recombinant possddant la structure 
« site sp6cifique- sequence etrangSre » dans le pronucleus 
mSle aprSs fecondation. 



d) Insertion du transg£ne d' int6r§t au site specif ique dans le 

genome de l'embryon au stade l cellule, catalysSe par la 

30 recombinase liberie lors de la decondensation de la 

chromatine du spermatozoide . 
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Dans ce proc6d6, ladite sequence £trang£re comporte un gdne 
d'int6ret, A exprimer sous le contrdle d'un promoteur 
£ventuellement tissu(s) specif ique. Le g£ne d'int6r£t peut 
poss£der en outre un 616ment accepteur d'6pissage (SA) , une 
sequence IRES (Internal Ribosome Entry Site) et/ou un signal de 
polyaddnylation (par exemple AATAAA) et le gSne d' int6ret peut 
coder pour une prot^ine d'int6r§t ou etre un gSne rapporteur 
permettant d' identifier des promoteurs tissus spficifiques. 

Dans un autre aspect, 1' invention a pour objet un proc£d6 de 
remplacement d'une sequence X par une sequence Y dans le genome 
d'un animal qui consiste £ croiser un male de genotype «site 
specif ique-s£quence X- site sp6cifique » dont les spermatocytes 
expriment une recombinase sp6cifique de site, ladite 
recombinase restant associ^e a la chromatine des 
spermatozoides, avec une femelle poss£dant la structure « site 
specif ique -sequence Y- site specif ique » dans son genome, 
ladite recombinase catalysant 1' excision de la sequence X 
pendant la m£iose des spermatocytes et 1 ' int^grat ion de la 
sequence Y dans le site sp^cifique juste aprds f<§condation des 
oocytes. Bien 6videmment, ce proc£d6 peut etre aussi r6alis6 in 
vitro en microinj ectant une sequence comprenant la structure 
<k site specif ique -sequence Y- site specif ique » dans 1' oocyte 
fertilise. On entend par sequence X ou sequence Y, n'importe 
quelle sequence codante ou non codante . 

Selon les proc£d£s 6voqu6s supra et pour la suite de la 
description de 1' invention, ladite recombinase peut §tre Cre et 
ledit site sp6cifique un site LoxP et etre exprim^e sous le 
controle d'un promoteur permettant une expression efficace dans 
les cellules germinales d'un mammifdre. N'importe quelle 
prot6ine Cre, ses mutants, et variants, et n'importe quel 
mutant et variant de la sequence LoxP, peuvent etre utilises 
dans le cadre de la pr£sente invention. Cre, bien connue de 



2782734 



8 



l'homme du metier, a £t£ d£crite notamment dans EP 300 422 
(page 4 lignes 5-33) et EP 220 009 (page 3 lignes 31-39), 
incorpor£s dans la description par reference. De nombreux 
plasmides contenant la sequence de Cre y sont divulgu^s et ont 
6t£ d£pos£s a 1' American Tissue Culture Collection tels que 
BSY90 <n° d' accession ATCC 53255) et pBS39 (n° d' accession ATCC 
20772) . La sequence de Cre peut §tre isol6e de pBS39 par les 
enzymes de restriction Xhol et Sail. D'autres systSmes 
Recombinase/site sp£cifique peuvent etre utilises dans le cadre 
de la pr£sente invention. On peut citer notamment le systdme 
FLP/FRT d£riv£ de Saccharomyces cerevisiae, le systSme S/RS de 
Zygosaccharomyces rouxii et le systdme Gin/gix d£riv£ du 
bacteriophage Mu qui sont d£crits dans EP 814 165, incorpor£ 
dans la description par reference. 



Parmi les promoteurs qui permettent une expression efficace 
dans les cellules germinales d'un mammifSre, on retient 
notamment les promoteurs Sycpl <N° d' accession dans les banques 
de donnSes U 35665), TcplO (M 84175), Pgk-2, HSP-70-2, Pdha-2 
ou Prml (X 07626), ou au moins une region de ces promoteurs. 
Par exemple, ledit promoteur peut comporter au moins une 
sequence ayant au moins 80 % d' identity avec la region -260/+5 
(SEQ ID n° 1) du promoteur Sycpl de souris. Cette region est 
suffisante pour induire efficacement 1' expression d'un g£ne 
d'int6ret specif iquement lors de la m£iose pr£coce des 
spermatocytes d'un mammif^re. 

Des exemples de promoteurs pouvant servir pour 
1'accomplissement de la prSsente invention sont illustr£s au 
tableau l ci-dessous. Les references du tableau sont 
incorporees par reference dans la description. 
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Tableau 1 : Promoteurs actifs a differents stades de la 

spermatogones e. 



Gdnc 


Proinotcur 

Mini met I cl&fini 


o|icciiiciic (l cxpt CSSIOH 


References 


EF- 1 alpha 


[-1200 


Spermatogones 


(Furuchi, 1 996) 


IAP 
FRMl / 
Pdha-2 
Hsp70— 2 


LTR 
[-2800 
[-187,-1] 
[-640 ;+287] 


Spermatogones 
Spcrmatogonics 
Spermatocytes prccoccs 
Leptotincs a spermatides rondos 


(Duprcssoir, 1 996) 
(Hcrgcrsbcrg, 1995) 
(lanncllo, 1 997) 
(Dix, 1996) 


Sycpl 


[-54,+5] 


Lcptotenc/zygotcnc a pachytene 


prcscntc invention 


Cam 1 1 


[-294 ;+68] 


Spermatocytes 


(Ikcshima, 1994) 


Hit 
p4-Gtasc 

Z/yl' 


r l nnn ■ 1 i 

l~ l UUU , - 1 J 
L043 ,+Z5JJ 


Spermatocytes primaires 
ct spermatides 

Spermatocytes pachytenes 
ct spermatides rondes 

Spermatocytes pachyt6ncs 
ct spermatides rondes 


(Bartcll, 1 996) 

(Shapcr, 1994) 
(Zambrowicz, 1994) 


Tcp-IObt 


[-973 ;-lJ 


Spermatocytes pachytenes a 
spermatides allongccs 


(Ewulonu, 1993) 


Pgk-2 


[-515 


Spermatocytes pachytenes a 
spermatides allongccs 


(Robinson 1 989) 


Hst70 


[-800 


Spermatocytes pachytenes ct cellules 
post-mdiotiqucs 


(Widlak, 1995) 


Hox-a.4' 


[-4000 ;+1000] 


Spermatocytes pachytenes ct cellules 
post-mdiotiqucs 


(Bcrhingcr, 1993) 


Proacrosin 


[-2300 s-1] 


Spermatides rondes a allongccs 


Naycrnia, 1994) 


c-Kit 


[-6232 ;+526] 
(16*™ intron) 


Spermatides rondes a spermatozoi'des 


(Albancsi, 1996) 
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ACE 
Prm-I 


[-698 
[-2400 


(protdinc tronqucc) 

Spcrmatidcs allongccs 
ct spcnnatozoidcs 

Spcrmatidcs allongccs ct 
spcrmatozoidcs 


(Lang ford, 1991) 
(Pcschon, 1987) 
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La pr^sente invention vise ggalement les animaux transg£niques 
susceptibles d'etre obtenus par les proc£d<§s d^crits ci-dessus. 

Un autre objet de la pr£sente invention est une sequence 
nucl£otidique permettant de promouvoir ef f icacement 
1' expression d'un gdne d'intSret pendant la premiere phase 
m6iotique des spermatocytes d'un mammif£re caract£ris£e en ce 
qu'elle comporte au moins une sequence ayant au moins 80 % 
d' identity avec la sequence SEQ ID n°l. De preference ladite 
sequence nuclSot idique comporte au moins la sequence SEQ ID n°l 
ou SEQ ID n°2. 



15 



La region -54/+S du promoteur Sycpl (SEQ ID n°3) est la 
sequence minimale pour 1'adressage de 1' expression dans les 
spermatocytes. La region -260/+S est toutefois requise pour une 
expression & un taux maximal. 



20 



25 



Ainsi on dSfinit la sequence nucl£otidique du promoteur Sycpl 
minimale pour promouvoir une expression efficace et adress£e 
dans les spermatocytes comme comportant au moins une sequence 
ayant au moins 80 % d' identity avec la sequence SEQ ID n°l. 

Les SEQ ID n°l et SEQ ID n°2 sont les sequences -260/+5 chez la 
souris et -316/+5 chez le rat respect ivement . De preference, 
cette sequence nucieot idique est caracterisee en ce qu'elle 
comporte au moins la sequence SEQ ID n*l ou SEQ ID n<>2. II va 
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25 



de soi que toute sequence equivalente aux sequences SEQ ID n°l 
et SEQ ID n°2, sont vis6es par la presente invention. On entend 
par sequence equivalente toute sequence d'un promoteur de Sycpl 
de mammifere suffisante pour induire efficacement 1' expression 
d'un gene d'interet speci f iquement dans les spermatocytes des 
mammiferes, tel que par exemple les porcins, les ovins, les 
bovins, et les rongeurs. 

Dans un aspect supplementaire, 1' invention concerne une 
sequence nucleotidique comprenant au moins une desdites 
sequence fusionn6e a une sequence codante pour un gene 
d'interet. Le gene d'interSt est de preference un gene codant 
pour une recombinase specif ique de site, notamment Cre . Elle 
porte aussi sur une molecule d'ADN comportant au moins cette 
sequence sous la forme d'un plasmide, d'un vecteur viral, d'un 
pseudo-vecteur, ou d'un ADN nu lineaire ou circulaire. 

La presente invention vise egalement un animal transgenique 
possedant dans son genome ladite sequence nucleotidique 
permettant l'expression d'un gene d' interet specif iquement dans 
les spermatocytes, de preference une recombinase specifique de 
site, notamment Cre. La recombinase demeure associee a la 
chromatine des spermatozoldes . 

Cet animal est utile pour les procedes precedemment mentionn6s. 



La presente invention vise egalement un precede de 
recombinaison entre chromosomes paternels et maternels qui 
consiste a croiser un animal mSle portant dans son genome un ou 
plusieurs site(s) specif ique (s) , avec un animal femelle portant 
30 dans son genome un ou plusieurs site(s) specif ique (s) 
caracteris6 en ce que la recombinase, exprimee lo;:s de la 
premiere phase de la m€iose, catalyse la recombinaison entre 
sites specif iques. 
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Dans un autre aspect, 1' invention porte sur un animal 
susceptible d'§tre obtenu par ce proc6de et un animal multi 
transg6nique obtenu en croisant les animaux susceptibles d'etre 
obtenus par les proc6d6s decrits supra . L' animal transgenique 
selon 1' invention est un mammifdre, notamment seiectionne parmi 
les ovins, les porcins, les bovins, et les rongeurs. 
Un aspect avantageux de la presente invention concerne 
1' utilisation dudit animal transgenique pour la preparation de 
substances utiles en mSdecine, en cosmetique, et/ou en agro- 
alimentaire, notamment de substances actives, de preference des 
peptides ou polypeptides, des anticorps, des antigdnes, des 
hormones, ou des facteurs de croissance, et/ou pour la 
fabrication de supplements alimentaires . Par exemple, on peut 
faire produire une proteine d'interet dans le lait de 
mammiferes sous le controle d'un promoteur tissu specif ique ; 
par exemple WAP lapin ou WAP souris (demande de brevet Europeen 
n° 92401635 .5-2105) . 

On peut aussi utiliser ledit animal comme module experimental 
pour 1' identification de genes, de promoteurs, de proteines, 
notamment de genes impliques dans les maladies genetiques, 
et/ou pour tester 1' action de substances actives, pour la 
preparation d'organes ou de cellules presentant une meilleur 
immuno-compatibilite avec les humains que les organes ou 
cellules de type sauvage ou susceptibles d' avoir un faible taux 
de re jet par les defenses immunitaires des humains, et pour 
1 ' eievage . 



30 



La presente invention concerne egalement 1- ensemble des 
elements tels que decrits dans les revendications , lesdits 
elements fitant incorpores dans la description par reference. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes 
des figures presentees ci-dessous. 
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LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 : la recombinaison specifique de sites. 

A- Representation schematique de la deletion de region 
genomique specifique par recombinaison intramoleculaire entre 
des region dites "floxees" situees entre deux sites LoxP. 

B- Integration ciblee d'une sequence etrangere catalysee 
par une recombinaison intermoleculaire entre deux AON portant 
chacun un site LoxP. 

Figure 2 : Recombinaison mSiotique homologue entre chromosomes 
paternel et maternal en un site specifique LoxP. 

Figure 3 : activation du transgene loxP-pgeo sans promoteur 
aprea microinjection de la construction Pgkl-loxP. 



20 A 



Le plasmide pGK-lox comprend un fragment BamHl -Hindi II , de 
PGKfJgeobpA (Friedrich and Soriano, 1991) contenant le promoteur 
du gene Pgkl, insere entre les sites BamHI (B) et Hindlli ( H ) 
de pBS112 (Sauer and Henderson, 1990). L ' ADN plasmidique a ete 
clive avec Hindlli et Pvul (P) avant microinjection, ce qui a 
pour consequence de supprimer le site loxP en 5'. La 
microinjection a ete effectuee selon les techniques standards 
(Hogan, 1986) dans les oeufs fertilises provenant du croisement 
entre une femelle de type sauvage et un mile double 
transgenique portant les transgenes Tcp-lObt-cre et loxP-Pgeo. 

B, C et D. Les oeufs microinj ectes ont ete maintenus en milieu 
de culture pendant 24 heures et ont ete coiores avec X-Gal pour 
detecter 1-activite P-galactosidase . B est le controle (pas de 
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microinjection). Aucune activity P-galactosidase endog£ne n'est 
d£tect§e. C et D sont deux series d'ceufs dans lesquels on a 
microinjectfi la construction d6crite en A. L' activity P- 
galactosidase est d6tect6e (coloration et filches) . 

5 

Figure 4 : Insertion site sp£cif ique de GFP au locus Rxra . 

A. Representation sch^matique du genome de la sour is mSle 
parente Sycpl-Cre Rxra^"^* dans les cellules somatiques et 

10 dans les gamdtes . 

B. Carte du vecteur d' insertion de LoxP-GFP. Le plasmide a £t§ 
construit par insertions successives & 1 • int^rieur du plasmide 
pBS112 (pBR322 contenant un site LoxP, Sauer and Henderson, 

15 1990) des fragments suivants : 

- BamHI-Ncol provenant de pGTl . 8 IRES pgeo (Mountford, 1994) 
avec une partie de l'intron En-2 du g£ne "engrailed" de la 
Drosophile, un accepteur d'Spissage (Sa) , et un Ires 
(Internal Ribozomal entry site) . 

20 - Hindlll-EcoRI provenant de pEGFP (Clontech) contenant la 
region codante pour GFP. 

- Sacl-Xhol provenant de pSAPgeo avec le signal de 
polyadenylation (pA) . 

25 C. Schgmas reprfisentant la recombinaison effectu6e par Cre 
conduisant a 1' integration dans Rxra^"' 15 et le locus modifiS 
resultant de la recombinaison spScifique de site. 

D. RSsultats de 1 ' amplification PCR de l'ADN g6nomique de 13 
30 h€h€s obtenus & partir des oeufs microinject6s en utilisant les 
amorces GFP1 et GFP2 , et les amorces RXR1 et int2 (montre la 
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jonction RXR-int. La presence ou 1 'absence de Sycpl-Cre est 
v^rifiee par southern blot. 

Figure 5 : Structure et sequence de la region 5' du gene Sycpl 
5 de la souris 



A- Carte schematique de la region 5 ' de Sycpl 



10 



15 



20 



25 



30 



Les exons 1 et 2 sont numerotes. la presence du premier 
ATG et du site d' initiation de la transcription ( + i) sont 
indiques. Les limites des fragments utilises pour la 
construction des differentes lignees transgeniques sont 
representees. Les sites de restriction sont : B pour BamHI, p 
pour Pstl, S pour SacII, et A pour Apal . 

B- Comparaison de la sequence de Sycpl de la souris (M) et 
du rat <R) . 

Les sites de liaison putatifs pour les facteurs de 
transcription sont indiques (encadres dans des rectangles) . La 
sequence transcrite (exon 1) est soulignee. 

Figure 6 s Expreasion des diverses constructions Sycpl/luc dans 
une lignee cellulalre somatique 

Chaque bar represente la moyenne de trois experiences, 
chacune realisee trois fois. Les bars d'erreur indiquent 
l'erreur standard a la moyenne. Les valeurs statistiques ont 
ete calculees en utilisant le test de Student pour cette figure 
et les autres. Tous les resultats sont relatifs au contrSle 
interne CMV/lacZ. Le vecteur contr61e (pXPl) contient le gene 
rapporteur de la lucif erase sans promoteur. L-activite du 
plasmide SV40-luc a ete fixe arbitrairement a 100. 
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Figure 7 : L' expression specif ique dans les testicules des 
genes rapporteurs dans les lignees transgeniques [- 
722/+102] lacZ, [ -2 60/ + 102 ] lacZ , [ -2 60/ + 102] luc et [ - 54/ + 102 ] luc . 

5 

Chaque bar reprSsente la moyenne de 1' activity d'au moins 
cinq males transgeniques provenant de lots difffirents. Les bars 
d'erreur indiquent l'erreur standard a la moyenne. Cette 
activity est normalise a la quantity de prolines et au bruit 

10 de fond des souris non transgeniques appartenant au meme lot . 
Le faible niveau de 1' activity lacZ est due a un niveau 
endog£ne eieve de type p galactosidase dans les cellules 
testiculaires . Pour chacun des chimSres, deux lignees ont ete 
etudiees en detail (1 et 2) . Te repr^sente les testicules, Li 

15 le foie, Sp la rate, Ki les reins, He le coeur et Lu les 
poumons . 

Figure 8 : Expression du gene rapporteur luciferase dans les 
20 testicules de souris transgeniques [-54/+102] luc et [- 
260/+102]luc lors de leur developpement . 

Des extraits de foie ont ete utilises comme contrSle 
nSgatif. chaque bar reprfesente la moyenne d'au moins quatre 
25 males transgeniques provenant de lots diff6rents. Les bars 
d'erreur indiquent 1 1 erreur standard a la moyenne. P8 a P14 sur 
l'axe des abscisses reprgsentent les stades de developpement du 
huitidme jour au quatorzi£me jour. 

30 
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Figure 9 : Expression du gene rapporteur luc dans la eouris 
tranagenique [-260/+5] dans diff4rents organes. 

L 1 expression sp6cifique dans les testicules du gSne 
rapporteur lucif erase dans les souris transgeniques [- 
260/+5]luc est representee. Trois lign6es indSpendantes ont ete 
testees pour 1* expression du g£ne rapporteur. Chaque bar 
represente 1' activity moyenne pour au moins cinq mSles 
transgeniques. Les bars d'erreurs indiquent 1 1 erreur standard a 
la moyenne parmi des experiences. 

La legende des divers organes testes est identique a la legende 
de la figure 7. 



Figure 10 : Expression du gene rapporteur luciferase dans les 
testicules et le foie de souris appartenant a la lignee 
tranagenique [-260/+5] au cours du developpement . 

Les barres ray£e horizontalement repr£sentent 1' expression dans 
les testicules et les barres raySes en diagonale reprSsentent 
1' expression dans le foie. 

P8 jusqu'£ P15 repr£sentent les stades de developpement du 
huitieme jour au quinzidme jour respect ivement . 

Les bars d'erreurs indiquent 1- erreur standard § la moyenne 
parmi des experiences. 

Figure 11 : Les transgenes Sycpl/lacZ ne sont pas exprimes 
pendant la meiose chez la femelle. 

Des tests PCR ont ete realises sur 1 * ARN provenant des 
testicules du foie de l'ovaire foetal E17 de souris 
transgeniques [-260/+102] lacZ et sur 1 1 ARN de l'ovaire foetal 
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E16 de souris transg6niques [ - 184 8/+102 ] lacZ . L'ARN a 6t6 
pr6trait6 avec la Dnasel et a 6t6 soumis ou pas £ la digestion 
par la RnaseA (+ et -) avant la reverse transcription. Le9 
transcripts Sycpl sont d£tect£s dans l'ARN des testicules 
5 adultes et l'ARN provenant des ovaires au stade embryonique du 
seizi6me jour (£16) et du dix-septi£me jour (E17) , mais dans 
l'ARN du foie. L'ARNm de lacZ est seulement d6tect6 dans les 
testicules adultes transgSniques . 

10 Figure 12 : Excision des sequences flox6es dans la descendance 
d'un male Sycpl - Cre/Rxra Ax ' 3,LKU . 

Les sequences Cre identifies par amplification PCR avec 
une paire d'amorces Crel et Cre2 (Rxra allele sauvage) , 
RxraAAwcu (all&le- dfilfitfie) f et Rxra AA "^ LI (allfile cible) , avec 
RXR1 et RXRII et tk-neo, avec tkneol et tkneo2 (Feil et al . 
1996) . La colonne 1 correspond 1 la souris prog£nitrice , et les 
colonnes 2k 10 repr6sentes des b6b6s appartenant & la meme 
port£e . 

Figures 13 et 14 : deletion ciblfie de genes floxes multicopies 
dans des cellules germinales. 

L 1 ADN a £t§ pr£par£ £ partir de diverses tissus provenant 
de mSles double transgSnique prog^niteur et extrait de la queue 
de leur descendance, dig6r6 avec !• enzyme de restriction 
Hindlll et en utilisant 1 1 ADN plasmidique de pSApgeo (colonne 1 
4 7) ou par pPGKApgeobpA (colonne 8 4 13) comme sonde, qui 
r£vdle les sequences flox£es et les sequences pBR322 du 
30 transgdne Cre. Les colonnes 14 3 ont 6t6 charg6es avec 1 1 ADN 
d'un prog£niteur double transgSnique Sycpl-Cre/pgeo flox6 (l 
reprSsente le foie, 2 les reins et 3 les testicules) . Les 
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colonnes 4 a 6 correspondent a l'ADN extrait des queues de 
trois b6b<§s obtenu avec une souris normale. La colonne 7 
correspond a l'ADN d'une souris portant le trangene Sycpl-Cre 
(contrdle) . La colonne 8 represente l'ADN et la colonne 9 l'ADN 
des testicules d'un progeniteur double transgenique Sucpl/Cre 
Pgkl floxe. Les colonnes 10 a 13 correspondent a l'ADN des 
queues de quatres bebfis obtenus. Les fragments de restriction 
sont indiques par »c" qui est le fragment du transgene Cre ; 
"in- qui represente les fragments internes des transgenes 
predits a partir de leur sequences nucleotidiques (les tailles 
respectives sont 3,9 et 2,4 kb pour pgeo et 3 pour Pgkl) ; »j» 
correspond aux fragments de jonction avec les sequences 
cellulaires avoisinantes . Le transgene est represents par une 
ligne simple, la sequence chromosomique par une double ligne, 
et les sites LoxP par un triangle. 
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Description dgtaillSe. 

Le procede original de la presente invention permet done 
de transferer une recombinase dans les oocytes afin d'effectuer 
rapidement et avec une efficacite elevee toutes les operations 
de recombinaison specifique de site dans le genome des 
mammi feres, en particulier 1' insertion d'une sequence etrangere 
(knock in), le remplacement de sequences ou 1 ' inactivation de 
genes, et la recombinaison meiotique entre chromosomes 
parentaux (Voir figures 1 et 2). Cette methode est fondee sur 
la surprenante demonstration que la recombinase, exprimee 
pendant la meiose, est transmise en association avec la 
chromatine du spermatozoide et est done capable de catalyser 
une recombinaison de site predefini dans l'embryon avant la 
premiere division. II est a noter que le transgene Cre est 
present chez le pere a 1-etat hemizygote. Ceci a pour 
consequence que seulement 50% des descendants le recoivent . En 
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revanche, tous regoivent l'enzyme associ^e 3 la chromatine du 
garndte, et la recombinaison a lieu efficacement et uniquement 
dans les embryons au stade 1 cellule, ce qui assure la 
stability ult£rieure des sites LoxP recombin6s . 

5 

De plus, si le transg^ne est transmis, l 1 activity du 
promoteur s'Steint dans les cellules somatiques durant toute la 
vie de l'organisme, du dfiveloppement embryonnaire jusqu'& sa 
senescence. Ainsi, les modifications g£n£tiques r6alis6es sont 
10 reproduites au cours du d£veloppement dans toutes les cellules 
de l'organisme, sans chim£risme d£celable, lesdites 
modifications demeurant stables et immgdiatement h£r£ditaires . 
La mSthode pr6sent£e est applicable aux organismes pour 
lesquels les techniques de transgenSse ont 6t£ jusqu'ici 
diff iciles & d£velopper (absence de lign£es de cellules ES) . 

Trans fert de la recombinaee Cre par la chromatine du 
spermatozoide. * 

Dans le cas du transgSne Tcp-10-bt-Cre d ' abord, puis dans 
celui du transg^ne Sycpl-Cre, on a montr£ que des molecules 
d' enzyme Cre synthetis£es pendant la spermatogen£se restent 
associ£es a la chromatine compacts du spermatozoide. Inactives 
dans ce contexte, elles peuvent n£anmoins effectuer la 
recombinaison entre sites LoxP lors du retour a une structure 
nucl6aire d6compact£e. Cette operation, qui peut gtre effectu£e 
sur le sperme dans des conditions exp£rimentales, a lieu 
naturellement aprSs la f£condation dans le pronucleus m£le du 
zygote . 

L' activity de la recotnbinase a 6t6 testae dans les experiences 
suivantes : 
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Lors d'une premiere sgrie d • experiences , des oeufs fertilises 
ont ete obtenus a partir de femelles de type sauvage croisees 
avec des males hemizygotes pour le transgene Tcp-lObt-cre et 
pour une insertion multicopie de la region codante "floxee" du 
gene pgeo sans promoteur. Une construction avec un site LoxP 
localisee en 3 1 du promoteur Pgkl a ete microinjectee (figure 
3A) . selon les techniques standards (Hogan, 1986) . Apres 24 
heures de culture, environ un embryon sur quatre revele une 
coloration positive avec X-Gal (figure 3B, C, et D) . 
L'expression du gene pgeo est due a 1 • integration efficace du 
promoteur microinjecte en amont de la region codante. 



Une plus simple configuration genetique telle que la structure 
Rxra**""-' a ete utilisee afin de mettre en evidence 
15 1 • integration site specif ique de 1 'ADN microinj ecte . 



Cette deuxieme sSrie d ' experiences a demontre la presence d'ane 
activite ere latente dans les spermatozoides des souris 
trangeniques Sycpl-Cre, dans lesquelles 1 -excision des 
sequences floxees a lieu pendant la gam6togenese laissant 
seulement un seul site LoxP au moment de la fertilisation. De 
surcro£t, ces experiences ont permis de savoir si la 
recombinase est tou jours active dans le pronucleus mSle et 
pourrait permettre 1 • integration d'un transgene floxe dans un 
site LoxP predetermine. Des mSles qui possedent le transgene 
Sycp-l-Cre et le locus Rx ra ^»<^ fi ox6 ont ete obtenus (Figure 
4A) . Dans le sperme de ces mSles, les sequences tkneo ont ete 
abondamment excisees pour g6nerer 1' allele recombine Rxra 14 *"' 1 -'. 
Cet allele est transmis a 1' ensemble de la descendance qui ne 
conserve qu'un seul sice LoxP restant . Les souris double 
transgeniques ont ete crois6es avec des femelles de type 
sauvage ; les embryons fertilises ont ete isol6s ; et un ADN 
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recombinant comportant la sequence codante pour la procaine 
pour la proteine GFP (Green Fluroescent Protein) en amont d'un 
accepteur d'epissage et d'un IRES (Internal Ribosomal Entry 
Sequence) (figure 4B) a 6t6 microinjecte\ L'analyse PCR de la 
structure genomique, presentee a la figure 4D, montre que la 
sequence codante pour GFP a 6t6 inseree a 1 ' interieur du locus 
Rxra AAM<u (figure 4C)pour de nombreux b€b&a et qu'aucun animal 
conserve le locus LoxP intact. Les animaux du type Rxrct+/ + sont 
sous -represented . 

Le locus Rxra-LoxP-GFP-LoxP resultant de la recombinaison est 
transmis et retrouvS dans les tissus somatiques de la 
descendance des femelles et des males Cre" . L ■ expression de GFP 
a 6te mise en evidence par microscopie par fluorescence dans la 
peau et les testicules de ces souris. Parmi les multiples 
applications offertes par le transfert efficace d'une 
recomb<nase par la chromatine du sperme, des souris 
rapporteuses, chacune possSdant un locus genomique portant une 
insertion avec un site LoxP et une region codante pour une 
proteine rapporteur (GFP, lucif erase, P-galactosidase) peuvent 
etre obtenues . L' introduction d'un transgene en une seule etape 
de microinjection peut servir a identifier un promoteur, ou 
analyser un promoteur mutant dans un contexte genomique connu 
et dans tous les organes de la souris. De meme, il est possible 
d'inserer diverses sequences rapporteurs, des regions codantes 
mutees, des genes codants pour des toxines, et n'importe quelle 
region codante d'interSt sous le contr61e d'un promoteur donne . 

La methode pour 1« insertion ciblee d'une sequence portant un 
site LoxP microinjectee dans l'oeuf feconde produit du 
croisement d'un mSle double transgenique Sycpl-Cre / LoxP est 
present6e a la figure 4 et est resumed ci-apres : 
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1) La constitution par croisement d'une souris double 
transgenique portant le transgene Sycpi-Cre et une 
structure dans laquelle deux sites LoxP entourent une 
sequence etrangere (gene tkneo) ; 

2) les deux transgenes sont maintenus intacts dans les 
tissus somatiques de la souris; la synthase de Cre 
dans la lignee germinale resulte en 1 'excision de la 
sequence floxee (tkneo) dans le sperme des mSles ; 



3) un male est croisS avec une souris de type sauvage 
pour le locus Rxra et Cre; 1-enzyme Cre reste associe 
au site LoxP de !• allele Rxra mute dans la chromatine 
(50% des embryons); independamment 50% des embryons 
recoivent le transgene Cre ,• 

4) la recombinase est liberee apres decondensation de la 
chromatine ; 



5) un ADN recombinant LoxP-SA-IRES-GFP-polyA est 



s 



microinjecte dans le pronucleus male is heures apre 
f6condation par les techniques classiques (Hogan et al 
1986) ; 



6) tous les embryons, Cre' ou Cre", ayant regu l e gSne 
comportant un site LoxP, y ont insere la region codant 
pour la proteine GFP grace a 1' action de la 
recombinase ; 

7) expression : le site LoxP avait ete insere dans un 
intron du gene Rxra. La presence d-un accepteur 
d'epissage (SA) permet 1- inclusion de la sequence ires- 
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GFP dans un messager f onctionnel , celle d'un site IRES 
(Internal Ribosome Entry Site) permet la traduction de 
1 1 ARN dont l'extr£mit6 3* est dSfinie par le signal de 
poly-ad6nylation ("polyA" ) ajoutS en aval de la region 
codante. La fluorescence verte caract6ristique de 
l'expression du nouveau rapporteur est mise en Evidence 
dans les organes connus pour exprimer le r§cepteur 
Rxra . 
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Dans les experiences menses lors de 1 ' accomplissement de 
la pr£sente invention, l'efficacitfi de recombinaison a 6t6 
comprise entre 50 et 80% (recombinants rapport£s au nombre de 
souriceaux n6s apr£s microinjection) . 

II va de soi que le proc6de de la presente invention, 
notamment illustrfi ci-dessus, n'est aucunement limite a une 
region particuliere pour 1' insertion du transgene, a un 
transgene particulier, a un promoteur particulier 
controlant 1 1 expression d'une recombinase specif ique de 
site, ou encore a une recombinase specif ique de site 
particuliere . 

L'6tendue des applications rendues possibles grSce aux 
25 transfert d'une recombinase par la chromatine des 
spermatozoides est notamment illustrge par les diff6rents cas 
de figures suivants : 



20 



Identification d'un promoteur specif ique d'un tiesu. 

Une "sour is rapporteuse" est r£alis6e qui porte un 
transgene comportant les sequences LoxP- IRES-GFP-polyA 
int£gr£es en un site chromosomique , soit par transg6ndse et 
recombinaison iliegitime, soit par recombinaison homologue. 
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L ' insertion en amont de fragments genomiques clones dans un 
vecteur comportant egalement un site LoxP permet, des la 
premiere generation de souris, d' identifier les animaux, done 
le fragment qui expriment la GFP dans le tissu d'interet. 
5 Plusieurs "souris rapporteuses •• peuvent §tre utilisees en 
parallele, avec des genes rapporteurs differents (notamment p 
galactosidase ou luciferase) , a differentes localisations 
chromosomiques . On peut egalement inserer un gene d'interet 
codant pour une proteine d'interet exprime par exemple dans le 
10 laic de mammifere. 

Analyse du patron d' expression d'un promoteur. 
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L ' insertion d'un rapporteur en aval d'un promoteur (GFP en 
aval de Rxra) permet d'etablir avec precision le patron 
d'expression du promoteur intact dans sa localisation genomique 
naturelle. 

Expression de genes heterologies ("knock in") . 

Selon le patron d'expression apres 1' insertion d'un gene 
rapporteur, on pourra realiser 1- expression de tout gene 
biologiquement actif sous le contr61e transcriptionnel du 
promoteur d'interet. Par exemple, on peut inserer un gene 
codant pour une toxine, notamment la toxine diphterique, sous 
le contrdle d'un promoteur tissu specifique, et provoquer ainsi 
la destruction de cellules donnees eventuellement a un stade 
donn£ du d^veloppement . 

30 Analyse de mutants. 

L' insertion de cassettes comportant diffSrents mutants 
d'une meme sequence permet de comparer leurs proprietes dans un 
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contexte chromosomique constant, et dans des conditions 
physiologiques constantes ou variables. 
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La promoteur Scypl peut-etre utilise dans le proc6d6 selon 
1 1 invention. 

Le g£ne Sycpl est exprimS uniquement pendant la prophase 
de la premiere division mSiotique dans les cellules germinales 
males et femelles (Meuwissen et al, 1992 ; Heyting et al . 1989 
; Offenberg et al . 1991 ; Dietrich et al . 1992 ; Moens et al . 
1992 ; Dobson et al . 1994 et Dietrich et al . 1983). La sequence 
nuclSotidique de la region 5' du g£ne Sycpl de la souris a £t6 
dScrite par Sage et al . 1997 (figure 5A) . La region en amont du 
g£ne ne contient pas de TATA box, mais le site de transcription 
comprend l'§16ment initiateur CCA^GTCC (Smale et al. 1989). Le 
criblage d'une librairie ggnomique avec un fragment Pstl de 
l'ADNc de rat (692 bp) qui couvre les 585 bp de I'extr6mit6 5' 
de la region codante de Sycpl et un morceau de la sequence 
leader non traduite (Meuwissen et al . 1992 ; Sage et al . 1995), 
a conduit £ 1 • identification de cinq clones g£nomiques, dont 
l'un d'entre eux comprend la region 5* en amont du site 
d* initiation de la transcription. 

Le fragment BamHl attendant le plus loin du c6t6 5', qui 
hybride avec la sonde ADNc 692 bp, a fitfi sous-clon£ et sa 
sequence nucl^ot idique a St£ 6tablie. La sequence nuclSotidique 
dans la region analyst, s'Stendant des positions -324 a +268 
montre une identity globale de 80 % entre les deux espSces 
(figure 5b) . 
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Le haut degre de conservation entre les deux especes est 
une indication claire que cette region contient d - itnportants 
Pigments rSgulateurs . 

L 1 analyse transgenique et plusieurs series de deletions a 
l'interieur du promoteur Sycpl ont permis de definir deux 
regions f onctionnelles differentes. Un enhancer fort est 
present entre les position -260 et -54. Un element proximal de 
59 bp de long (-54 a +5 ) . est suffisant pour diriger 
1' expression de genes rapporteurs heterologues (lacZ et luc) 
dans les cellules germinales males appropriees (figure 5) . 

Puisque 1' enhancer present dans le promoteur Sycpl est 
actif dans des lignees cellulaires de diverses origines, il est 
clair que ce promoteur depend de 1- action de facteurs de 
transcription ubiquitaires . Le fragment entre les positions -54 
et + 5 est suffisant pour diriger 1- expression de la lucif erase 
dans les spermatocytes primaires. Les comparisons de sequences 
entre les quatre genes meiotiques precoces de la souris (Sycpl, 
Hsp70-2, Pdha-2, et Xmr) , n'ont revele aucune conservation d-un 
site de liaison pour des facteurs de transcription. II existe 
cependant, un haut degre de similarity (80%) entre les 
sequences du promoteur Sycpl chez la souris et le rat. Par 
exemple, une E-box et un site potentiel pour des facteurs de 
25 transcription du type Myb sont conserves. 

Dans les ovaires, ou la meiose est initiee lors des phases 
precoces de development , aucune expression des genes 
rapporteurs n'est observee dans les oocytes. Ainsi le promoteur 
Sycpl est tres avantageux comme outil pour diriger 1- expression 
de la recombinase Cre, car son profil d'activite permet la 
stability genetique des organismes et de leurs descendances. 
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La recombinaison induite par Cre au site LoxP a ete 
programme pour avoir lieu pendant Xa meiose dans les cellules 
germinales males. Le gene Cre. a ete exprime sous le contr61e 
transcriptionnel d-une region du prcmoteur du gene Sycpl, qui 
est active au stade leptotene- zygotene de la meiose chez les 
males. Malgre le fait que le gene est exprime chez les gonades 
males et femelles, la region selectionnee du promoteur qui a 
ete utilisee dans la construction Sycpl-Cre a conduit a 
1 -expression du transgene exclusivement dans les testicules. 

En consequence, les sites "floxes" n'ont jamais ete 
alteres dans la descendance des femelles. Les sequences 
"floxees" ont ete maintenues de maniere stable dans les tissus 
somatiques (sauf dans les testicules. Aucune expression n-a ete 
detectee lors des stades embryonnaires posterieurs a 
1' implantation et dans les tissus adultes meme en utilisant la 
technique tres sensible RT-PCR (Meuwissen et al . 1992). 

La recombinaison induite par Cre dans les testicules 
represente un precede avantageux compare a celui decrit lors de 
precedentes etudes sur 1-activite de la recombinase dans 
d'autres tissus de la souris (Akagi et al. 1997 ; G u et al 
1994 ; Wagner et al . 1997). En effet, lorsque l-on teste la 
descendance obtenue par le prece de la -presente invention, on 
s-apercoit que tous les alleles "floxes" transmis par les males 
ont subi une recombinaison. Une telle frequence de 
recombinaison est particulierement adaptee pour le systeme de 
recombinaison Cre/lox. 

La recombinase Cre peut etre exprimee au etade precoce de la 
spermatogenese . 
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On a isole le promoteur du gene Sycpl (Synaptonemal 
Complex Protein 1), actif exclusivement pendant les premiers 
atades de la meiose et obtenu 1 'expression ciblee lors des 
stades zygotene a pachytene de genes rapporteurs dans des 
souris transgeniques. On a utilise ce promoteur, ainsi que 
celui d'un promoteur meiotique plus tardif (Tcp-10-bt, Ewunolu 
et al. 1993) pour faire exprimer 1' enzyme CRE au cours de la 
spermatogenese chez des souris transgeniques. Dans le cas de 
Sycpl, on constate chez les males qui portent egalement un 
transgene "floxe", 1- excision de ces sequences pendant la 
spermatogenese. Cette excision n'a pas lieu chez les males 
porteurs du transgene TcplO-bt-Cre. La recombinase est bien 
synthetisee, mais a une periode oQ debutent la restructuration 
et le compactage de la chromatine, ce qui est tres probablement 
la cause de 1 -absence de recombinaison avant la formation du 
spermatozoide . 



Recombinaison des sites LoxP pendant la meio 
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On a montre que l'expression a partir du transgene Sycpl- 
Cre pendant le stade pachytene de la premiere division de 
meiose permet la recombinaison entre des sites LoxP a des 
positions non identiques sur les chromosomes d'origine 
paternelle et maternelle, selon le schema de la figure 2. Les 
marqueurs moleculaires disponibles sur les chromosomes 
paternels et maternels permettent de montrer un echange entre 
chromatides appariees aux sites LoxP. La frequence de 
l'evenement de recombinaison dans la descendance des males 
Sycpl-Cre portant les deux chromosomes "loxes" est de 1 • ordre 
30 de 3 0%. A partir de cet exemple, toute construction de 
chromosomes recombines est possible a partir de sites LoxP 
introduits par les methodes classiques de recombinaison 
homologue dans la cellule ES, de sites inseres par transgenese 
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et recombinaison ill£gitime, ou de sites introduits par les 
m£thodes d* addition cibl£e. 

Activite du proxnoteur Sycpl dans diverees lignees cellulaires. 

On a construit une s6rie d'ADN recombinants avec 
diff£rentes parties de la sequence 5" en amont de la region 
transcrite de Sycpl (figure 5a) lifie soit au g6ne codant pour 
la p-galactosidase ou pour la lucif erase. On a d'abord effectu6 
une recherche des lignees cellulaires qui exprime le g£ne Sycpl 
afin d f obtenir une base exp£rimentale pour 1 1 identification des 
elements genetiques importants pour 1' expression pendant la 
meiose . 

On a ensuite utilise une s£rie de lignees cellulaires 
d'origine non germinale pour mesurer 1* expression des gdnes 
rapporteurs apr£s transfection des ADN recombinants, dans 
l'espoir qu'au moins une faible activity pourrait reveler la 
presence du promoteur. De manidre inattendue, toutes ces 
lign6es cellulaires ont montre & un haut niveau d'activite 
lucif erase apr£s transfection des divers ADN recombinants 
(figure 6) . Ces r6sultats demontrent que meme le plus petit 
fragment Sycpl s ' 6tendant seulement jusqu'au nucleotide -54 
permet 1 'expression de la lucif£rase (£ un niveau faible mais 
detectable) . 

Une activity distincte du promoteur, bien que non 
apparentee a une activity spScifique de la meiose, est done 
control^ par les sequences de la region 5* proche du gdne 
Sycpl. On peut done conclure que soit des elements silencer non 
compris dans le fragment le plus long teste (1950 bp) empeche 
l'expression de Sycpl dans les cellules somatiques in vivo, 
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soit la specificity germinale depend d ' un systdme de signal 
perdu dans les cellules somatiques en culture. 

Expression sp6c±flque dans les testicules des souris 
5 transg^niques 

Quatre fragments diff6rents du promoteur de Sycpl ont ete 
testes pour leur capacity £ diriger 1* expression de g£ne 
reporteur dans des souris transg6niques ( [-1848/ + 102] , (- 

10 722/+102] , [-260/+102] et [-54/+102]). 

Les trois plus longs fragments du promoteur ont ete testes 
sur la base de 1 1 expression du gfine lacZ. Sachant que le faible 
niveau d'expression par le fragment [-54/+102] et que le bruit 
de fond de 1' activity P-galactosidase dans les extraits de 

15 testicules est relativement eieve {Shaper et al . 1994) la 
lucif €rase a ete utilisSe dans ce cas comme rapporteur. Par 
comparaison, 1' expression de la lucif erase a ete testae en 
paralldle pour le fragment [260/+102] . Les r£sultats, pr£sent£s 
au tableau 2 ci-dessous, demontrent que, dans chaque cas, au 

20 moins deux families expriment le transgSne exclusivement dans 
les testicules. Ceci a ete constate m§me pour la souris qui 
porte la plus courte sequence Sycpl [-54/+102] . 
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Cependant, le niveau d ! expression est plus faible dans les 
families [-54/ + 102] , ce qui implique que la sequence s ■ Stendant 
jusqu'au nucleotide -54 exerce un effet enhancer in vivo, comme 
cela est le cas dans les lign£es cellulaires somatiques 
transf ect6es . 

Cet effet quantitatif a 6t6 £valu<§ en comparant les 
activitSs enzymatiques dans les testicules de souris portant le 
reporteur lucifSrase contrdlS soit par le promoteur [-54/+102] , 
soit par le promoteur [-260/+102] de Sycpl . Ce dernier a montr<§ 
de mani£re constante un niveau d' activity 10 a 100 fois 
sup£rieures (figure 7) . 

Expression lore de la meiose dans les testicules adultes. 

L'expression sp^cifique de la P-galactosidase dans les 
testicules a 6t6 confirmee par coloration X-gal de plusieurs 
organes. Afin d* identifier les types cellulaires exprimant les 
transgSnes, on a ensuite analyst 1' activity P-galactosidase in 
situ dans des sections de testicules. 

Les cellules X-gal positives des animaux [-260/+102] lacZ 
correspondent a la seconde couche des cellules germinales 
situSes a la pSriphSrie des tubules. Une sur-colorat ion avec 
1'hSmatoxyline a confirm^ que les cellules lacZ positives font 
partie des spermatocytes au stade III-iv a pachytene du cycle 
de l'6pith£lium sSminifSre (Clermont et al . 1972). Au stade 
zygotene et pachytene prScoce, une plus faible expression p. 
galactosidase a pu etre d£tect4e dans certaines sections. 
Aucune coloration des cellules n'a 6tS observe dans le 
compart iment postmSiot ique des tubules ni pour les 
spermatocytes zygotenes prScoces et diplotdnes. 
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L * expression endogSne du gene Sycpl est absente ou tr£s 
faible pendant ces stades {figure 8) . Ces resultats indiquent 
que les sequences impliquees dans 1 1 induction ou la suppression 
de 1' expression de Sycpl sont localisSes parmi les fragments du 
promoteur analyses . 

Afin de determiner si la partie du promoteur de Sycpl (+1 
& +102) present dans ces fragments joue un rdle dans 
1 ' etabl issement du profil d* expression des genes rapporteurs, 
deux families transgeniques suppl6mentaires ont ete generees 
par microinjection d'ADN recombinant deletes de ces fragments, 
mais conservant l'initiateur de la transcription de Sycpl avec 
les sequences en amont jusqu f au nucleotide -260. Les 
experiences enzymatiques d£montrent que la specificity et le 
niveau d' expression du promoteur [-260/+5] sont comparables £ 
ceux du promoteur [-260/+102] dans les cellules transfectees 
(figure 6) et dans les animaux transgeniques (figures 9 et 10, 
comparees £ la figure 5) . 

Regulation lors du developpement chez les souris prepuberes . 

L" expression des g£nes reporteur chez les animaux 
immatures a ete mesuree afin de demontrer que I'expression d'un 
transg^ne est identique & celle du gdne Sycpl endogdne . La 
premiere vague de meiose dans les testicules juveniles est 
synchrone avec l'apparence des premieres cellules meiotiques, 
les spermatocytes leptotSnes, environ 10 jours apr&s 4 la 
naissance . 

Les premieres cellules pachytenes sont apparues au 14* me 
jour et les premieres cellules haploides apr£s trois semaine 
(Bellve et al . 1977). Nous avons analyse les families 
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transgeniques [-260/+102] lacZ, [-260/+102] luc, [ -260/+5] luc , et 
[-54/+102] luc. 

L 1 analyse in situ (figure 8) a permis de detecter 
1' expression de la p-galactosidase dans les spermatocytes 
primaires pour la souris [-260/+102] lacZ au 13*"* et 15* mo jour 
apres la naissance, mais pas au 8* mo jour. Au 10* mo jour, 
1' expression a ete detectee seulement sur certaines souris, et 
dans les cas ou le resultat est positif, elle n'a 6te observee 
que dans certains tubules. Ces resultats ont ete confirmes par 
les mesures realisees sur les souris transgeniques [- 
260/+102] luc. Aucune expression de la lucif erase n'a ete 
detectee avant le 10*" jour apres la naissance. 

Dans les souris [-54/+102] luc et [ -260/+5] luc, le profil 
temporel de l'activite de la lucif erase est le meme, est 
identique que celui du gene endogene (Sage et al . 1997). 

L' ensemble de ces resultats a permis de conclure qu'un 
fragment de 59 bp (-S4/+5) du protnoteur Sycpl, couvre une 
sequence initiatrice de 7 bp et un fragment immediatement en 
amont de 52 bp qui est suffisant pour diriger 1' expression d'un 
transgene au debut de la premiere division meiotique dans les 
gonades mSles . 

Aucun des transgenes qui sont exprimSs dans les testiculee sont 
transcrita dans l'ovairo. 

Chez les mammiferes, la gametogenese femelle a lieu 
pendant le developpement embryonnaire et est arr§tee avant la 
naissance au stade dictyotene. Lors de la prophase de la 
premiere division meiotique, le complexe synaptonemal est 
morphologiquement identique que celui des cellules 
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spermatogeniques (Dietrich et al . 1983 , Scherthan et al . 1996) 
; et est plus visible au stade pachytene (Dietrich et al . 
1992). On observe ce ph6nom£ne dans I'ovaire foetal pendant les 
15 d * ne et 17*" 16 jours embryonnaires (E15 et E17) . Les experiences 
d * immunolocalisat ion r6alis6es sur des cryosections avec un 
anticorps dirige contre la proteine SCP1 du rat (Meuwissen et 
al. 1992 / Dietrich et al . 1992) ont permis de detecter la 
proteine SCP1 (cod6e par Sycpl) dans les ovaires de la souris 
E16 et E17. On a ensuite analyst 1' expression dans les ovaires 
des g£nes rapporteurs exprim^s par diverses families 
transgeniques pendant la meiose m£le. Ni la detection in situ 
de la P-galactosidase, ni le test h la lucifSrase plus sensible 
n'ont permis de detecter une expression du transgdne. 

Des experiences RT-PCR r6alis6es avec 1 1 ARN des ovaires 
E16 de [-1848/+102] lacZ et des ovaires E17 de [261/+102] lacZ 
souris transgeniques n'ont pas permis de detecter les 
transcrits fusionnes entre le premier exon de Sycpl et la 
sequence lacZ, alors que 1" expression du gdne endogSne a ete 
d£tect6e dans les memes echantillons (figure 11). 

Une possible explication de 1' absence de 1» expression est 
1 'utilisation d'un promoteur Sycpl alternatif dans la lign6e 
germinal femelle, comme cela etait montr^ pour le cas du gdne 
de I'ADN methyltransferase (Mertineit et al . 1998). 

Pour confirmer cette hypothdse, on a utilise la technique 
5* RACE pour determiner le site d» initiation de la 
transcription de Sycpl dans les cellules m6iotiques provenant 
des ovaires E16 . Douze clones contenant les plus longs 
fragments d'ADNc parmi 4 8 clones analyses, ont ete sequences. 
Ces sequences indiquent clairement que la transcription du site 
d' initiation de la transcription chez les cellules germinales 
de la femelle est identique & celle precedemment definie chez 
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les cellules germinales males . II apparalt ainsi que les 
signaux qui assurent 1 'expression temporelle et spatiaie du 
gene Sycpl lors de la meiose mile ne sont pas suffisants pour 
son expression chez la femelle. 

Maintenance oomatlque des afiquences "floxees" dans les tiseus 
de males transgeniques Sycpl -Cre/LoxP . 

On a etabli quatre families transgeniques independantes 
portant le transgene Sycpl -Cre. Aucune difference au niveau des 
proprietes de ces families ayant ete notee, on a choisi 
aleatoirement une famille pour la suite des etudes. Les 
resultats obtenus ont demontre que le transgene, maintenu de 
maniere stable, n'a ete transcrit que dans les testicules. 

Des lignees doubles transgeniques, qui maintiennent Sycpl - 
Cre avec un transgene •• floxe" ont ete obtenues en croisant une 
souris Sycpl-Cre avec une souris dont son genome porte un 
transgene "floxe". Les techniques d' integration d'un transgene 
••floxe" dans le genome d'un mammifere sont notamment decrites 
dans Kuhn and Schwenk, 1997, Galli-Taliadoros et al. 1995, e t 
Feil et al. 1996. En l'espece, deux sites cibles ont ete crees 
par microinjection a 1 • interieur des oeufs fertilises d'un ADN 
clone : une repetition en tandem d'une sequence pgeo flanquee 
de site LoxP (Friedrich et Soriano, 1991) et une insertion en 
tandem a faible nombre de copies (moins de deux copies) d'un 
promoteur actif (LoxP-Pgkl) . Un troisieme site cible correspond 
a I- allele Rxra*— ( Fe il et ai . 1996), dans lequel une 
cassette LoxP -tk-neo- LoxP a ete inseree par recombinaison 
homologue dans le 8«™ intron de Rxra. Chez les miles portant 
des transgenes LoxP-pgeo et LoxP-Pkgl, 1 ' hybridation "Southern 
blot" indique une stabilite totale de ces loci dans les organes 
somat iques . 
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Une analyse plus d4taill6e r6alis6e sur des animaux Sycpl - 
Rxra AA " tuu a montr6 que une partie des mSle9 (2 sur 8 testes) 
maintiennent dans leur ADN somatique a la fois des sequences 
5 M flox6es" recombin^es et intactes . Cette observation est en 
accord avec les rSsultats des etudes sur le promoteur Sycpl 
mentionn6es ci-dessus. Ainsi, la structure des transgdnes 
" flox6s n etablie & la naissance demeure stable dans tous les 
organes somatiques, m§me en ce qui concerne les mSles 

10 s£nescents. Les animaux chimdres ont £t£ ecartes et de plus 
amples etudes ont ete conduites avec les males dans lesquels le 
test PCR sensible n'a pas permis de detecter une recombinaison 
somatique. Les sequences "flox6es" modifies ont ete dans 
chaque cas seulement d6tect6es dans les testicules et dans 

15 1 1 ADN du sperme. 

Deletion du loci n £lox6 n lors de la transmission par les males 
Sycpl -Cre/LoxP, 

20 Dans la descendance des croisements entre des animaux 

doubles transgeniques avec des partenaires non transgeniques , 
1' excision des sequences intervenantes ont toujours ete 
observes lorsque le locus "flox6» a ete transmis par les m^les 
Sycpl -Cre/LoxP, alors que les mimes loci ont ete totalement 

25 stables lorsqu'ils ont et6 transmis maternellement . Ces 
resultats sont montrSs & la figure 12 pour la descendance d'une 
femelle de type sauvage avec un mSle heterozygote pour 1' allele 
"floxfiv Rxra AAP3(LNL) et hemizygote pour le transgdne Sycpl -Cre. 
L' amplification PCR de l'ADN extrait de la queue du pdre 

30 (colonne 1) n'a pas detects la presence de sequences "floxfies" 
(fragment appeie "tkneo") . Aucun des neufs b£b£s (colonnes 2 & 
10) ne poss£de ce fragment. Ce rSsultat correspond en fait a 
deux situations distinctes : 
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Deux bebes (colonnes 4 et 10) ont recu 1 -allele sauvage 
Rxra du pere (identifie par 1 ' ampl i f ication caracteristique 
du produit ("RXRa"). 

5 - Les autres bebes ont herite de 1' allele Rx ro AA,,l " u pour 
lesquels les sequences tk-neo ont ete excisees. 

L' amplification avec les deux amorces RXRl et RXR2 ont 
gener6 un plus large fragment caracteristique du locus 
10 recombine (-RXRa**™). L'excision a ete constatee 
independamment de la presence (colonnes 2, 6, 8, 9) ou 
1- absence (colonnes 3, 4, 5, 7, 10) du transgene Sycpl-Cre. 
Des resultats similaires ont ete obtenus pour le transgene 
multimerique P-geo-LoxP et le transgene Pgkl-LoxP (figure 13). 
L' excision dans ce can est mise en evidence par la disparition 
des bandes qui correspondent sur les "Southern blots" aux 
fragments internes predits a partir de la sequence du transgene 
("in"), alors que les fragments des jonctions avec les 
sequences endogenes ("j«) ont ete, dans tous les cas, 
maintenues. Chez les parents males, les sequences "floxees" 
n'ont pas ete modifiees (colonnes i, 2, 8, figure 14), a 
l'exception de l'ADN des testicules (colonnes 3 et 9) . 
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Exemple 1 : Culture cellulaire et experiences de transf ection. 

La lignee cellulaire BALB/3T3 (clone A31 American Type 
Culture Collection n<>CCL-163) et a ete transferees avec 2 ug 
du promoteur chimere avec 0,1 ^g d'une construction CMV-lacZ 
Contraie, en utilisant la methode de la co-precipitation au 
phosphate de calcium (Sambrook et al . 1989). 2 x 10' cellules 

ont 6t6 inoculees par boite de mm t^o 

t><**. ae « Les tests enzymatiques 

ont ete realises deux jours apres la transf ection. 
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Exemple 2 : Microinjection et analyae des souris transgeniques . 

Les souris transg6niques ont ete generees par 
5 microinjection d ! un ADN plasmidique & 1 • interieur des ceufs 
fertilises selon les techniques couramment utilisSes par 
l'homme du metier (Hogan et al . 1986). La verification des 
animaux trangeniques a 6te r6alis6e par Southern et/ou Analyse 
dot blot de l'extremite de 1 1 ADN (Sambrook et al . 1989). Toutes 
10 les families transg£niques ont ete g£n£r£es et maintenues dans 
un arridre-plan g6n6tique C57BL/6xDBA/2 Fl , 

Exemple 3 : Isolation des clones g£nomiques de rats 

15 Les clones gfinomiques de rats ont ete isoies par criblage 

d'une banque genomique {Sambrook et al . 1989) dans un vecteur 
lambda DASH (stratagdne) avec une amorce d'ADNc de rat 
(Meuwissen et al . 1992). 

20 Exemple 4 : Analyse de la sequence 

Le sSquengage de 1 1 ADN a 6t6 realise en utilisant le kit 
Sequenase II (Amersham) . Le programme informatique FASTA du 
Genetic Computer Group a ete utilise pour les comparaisons de 
25 sequences dans des banques de donnees . Les num6ros d ! accession 
dans les bases de donn6es Genbank et EMBL pour les sequences du 
promoteur chez le rat et la souris sont respectivement AF020295 
et AF020296. 

30 Exemple 5 : Construction plasmidique 

Tous les fragments du promoteur Sycpl proviennent d'un 
clone genomique contenant 12Kb de sequences en amont du site 
d' initiation de la transcription de Sycpl (figure 5) (Sage et 
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al. 1997). A leur extremite 3', tous les fragments testes du 
promoteur (a 1' exception d'un fragment, voir infra) s 1 6tendent 
au site Sacll qui se situe dans le premier exon a la position 
+ 102 (Sage et al . 1995). La coupure du clone genomique avec 
BamHI et Sacll a conduit a un fragment de 2Kb qui a ensuite ete 
traite avec le fragment Klenow de l'ADN polymerase (Biolabs) et 
insere au site EcoRV dans le vecteur pBluscript KS (-) 
(stratagene) . Un fragment EcoRl-xhol de 1950 pb a ensuite 6te 
subclone dans le plasmique pnassp (clontech, numero d' accession 
U02433) portant le gene rapporteur lacZ ( [-1848/+102] lacZ 
plasmide) . Af in d'obtenir des chimeres comprenant de plus 
courtes sequences genomiques, des amplifications PCR ont «§te 
realisees en utilisant des oligonucleotides internes de 18 bp 
amorce 5' en conjonction avec 1 • amorce T3 sur le meme fragment 
BamHI-SacII subsclone dans pBluescript . Les fragments PCR ont 
ete clones dans le vecteur pBluescript KS {-) , verifie par 
sequencage et transfere dans les sites EcoRI-Xhoi du plasmide 
pnassp. Les memes fragments du promoteur ont ensuite ete 
transferes devant le gene rapporteur lucif erase dans le 
plasmide pXPl (Lee et al . 1994) (ces plasmides portent les 
m§mes noms que precSdemment avec "luc" a la place de "lacZ". Un 
plasmide supplemental a ete construit avec les sequences 5' 
en amont entre les positions -260 et +5. Un fragment PCR a ete 
amplifiS avec la meme amorce 5 ' utilisee pour le chimere [- 
260/+102) lacZ, 1-autre amorce couvre le site d'initiation de 
transcription de Sycpl (position +5/- 15) . Ce fragment de 275 bp 
a ete- subclone dans pXPl pour former le plasmide [-260/+S] luc. 

Example 6 : Isolation da 1 1 ARK et analyse 

L'ARN total a ete prepare selon la methode isothiocyanate 
(Chomezynski et al . 1987). Des echantillons d ' ARN du controle 
et de souris Myb^A ont et6 utilises (Toscani et al . 1997). Des 



2782734 

42 

ovaires faetaux provenant d'une femelle enceinte ont 6t6 
rassembies, et afin de s* assurer que les preparations ARK sont 
comparables, la metne quantity de testicule et de foie a ete 
utilisSe. L'ARN totale a ete traitee avec DNasel (Boehringer) , 
puis extrait au phenol et pr6cipite £ l'fithanol. 2 ng d'ARN a 
ete reverse transcrit et amplifie en utilisant le kit Titan de 
Boringer. En ce qui concerne les reactions de contrdle, l'ARN a 
ete pretraite avec la RnaseA. Les sequences des amorces 
utilisSes pour detecter les transcrits Sycpl correspondent aux 
positions 115-135 et 495-475 dans I'ADNc (Sage et al . 1995), 
conduisant a un produit de 3 80 pb de long. Les oligonucleotides 
utilises pour detecter les transcripts de fusion entre eux 
Sycpl et lacZ se trouve 2l la position 50-68 dans I'ADNc de 
Sycpl et & position 444-425 dans le rapporteur lacZ du plasmide 
pnassp. Les conditions des cycles PCR ont ete 30 secondes & 94° 
C, une minute a 55° C et 30 secondes a 72° C pendant 32 cycles. 
Les produits de cette reaction ont ete hybrides avec une sonde 
interne (position 245-265 dans I'ADNc Sycpl et 358-378 dans le 
plasmide pnassp. Les fragments d 1 ADNc Sycpl -lacZ ont ete 
subclones dans pBluescript et sequences afin de confirmer le 
correct epissage de 1 • intron SV4 0 . 

La determination de 1' extr£mit£ 5' du g£ne Sycpl dans les 
oocytes a ete r£alis£e en utilisant le kit 5' RACE de 
Boehringer en suivant la procedure pr£c£demment d£crite dans 
Sage et al . 1997. 



Example 7 : Teat de l'activite des genes rapporteurs 

L'activite p galactosidase a ete testeSe sur des extraits 
de tissus en utilisant le substrat Galacton tel que decrit dans 
Shaper et al . 1994. La determination in situ a et6 effectuee en 
utilisant une procedure alternative a la cryosection, ce qui a 
permis une meilleure conservation de la structure de 
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1 -epithelium seminifere. L'albuginea a ete enlevee ec le tissu 
a 6te soigneusement etendu avec l'aide de forceps afin de 
faciliter la penetration de X-gal . Une fixation dans 2% de 
paraformaldehyde pendant une heure a 4°C precede une incubation 
pendant 16 heures a temperature ambiante dans 0,2% de X-gal. 
Apres la coloration, les testicules ont ete post-fixes pendant 
24 heures dans 10% de paraformaldehyde et 1- inclusion a ete 
realisee dans la « Leica Historesin » en suivant les 
instructions du fabricant (Leica Instruments) . Des sections de 
5 M m d'epaisseur ont ete sur-colorees avec 1 'hematoxyline 
Harris. L'activite lucif erase a ete mesuree a l'aide du 
"Luciferase Asay System" (Promega) selon les instructions du 
fabricant . 

Exemple 8 : Uamunolocalieation de la proteine SCP1 do la souris 

La cryosection de 8 m d'epaisseur de testicules 
embryonnaires agees de 15 ou 16 jours (eis ou E16) ont ete 
incubes avec des anticorps polyclonals diriges centre la 
proteine du rat comme precedemment decrit dans Meuwissen et al. 

Examples 9 : Conetructions des plasmides et production des 
souris transgoniguos . 



Le plasmide Sycpl-Cre a ete construit en deux etapes. Un 
fragment du promoteur [-722/ + l02] du gene Sycpl s'etendant de - 
722 a +102 relativement au site d- initiation de la 
transcription (Sage et al . 1997, voir supra) a ete transfere 
dans le plasmide pBluescript KS (Stratagene) entre les sites 
30 EcoRl et Xhol. La sequence codante pour la recon*>inase Cre 
(Numero d' accession Genebank X03453) et un signal de 
polyadenylation a ete ensuite insure dans le premier plasmide 
digere avec les enzymes de restriction Sail et Kpnl . Dans le 
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plasmide ppgeo-LoxP (Friedrich et Soriano 1991), le g£ne de 
fusion pgeo a 6t£ int6gr6 entre deux sites sites LoxP. Ce 
plasmide a 6t6 construit en insurant un fragment Hindlll-BamHI 
correspondant & la sequence codante provenant du plasmide pPgeo 
5 a l'int^rieur des sites Hindll-BamHI d'un plasmide pBS112 
contenant deux sites LoxP (Friedrich et Soriano 1991) . Dans le 
plasmide pPGK-LoxP, le promoteur du g&ne Pgkl de la souris 
<Num6ro d' accession Genebank M18735)est ins6r6 entre deux sites 
LoxP. Ce plasmide a 6t£ construit en insurant le promoteur de 
10 Pgkl & I'int^rieur des sites Hindlll -BamHI de pBS112. 

Examples 10 : Les souris transgSniques 

Les souris transgSniques ont 6t6 obtenues par 
15 microinjection des chim£res Iin6aris4s par Pvul a 1 1 int£rieur 
des oeufs fertilises selon les techniques bien connues de 
l'homme du metier (Hogan et al . 1986). L'ADN a 6t£ purifi6 sur 
des colonnes Qiagen en respectant les instructions du 
fabriquant puis linearise, et suspendu a une concentration de 5 
20 ng/nl dans de 1'eau sterile avant microinjection. La 
verification des animaux transg6niques a £t£ r6alis6e par 
Southern et/ou analyse dot blot de l'ADN extrait de la queue 
des souris. Toutes les families transg£niques ont £t£ g£n6r6es 
et maintenues dans un arri£re fond g£n£tique C57BL/6 x DBA/2 
25 Fl. Le mutant Rxra AAFa<LNU poss&de une cassette LoxP-tk-neo-LoxP, 
insSrg par recombinaison homologue a 1 » int6rieur du 8*"* intron 
du gSne Rxra (Feil et al . 1996). 



30 Example 11 : Expression des transgenes Cre 
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Le niveau des ARNm de Cre a ete estime par analyse reverse 
transcriptase (RT-PCR) . L • isolation de 1-ARN a partir du 
cerveau du foie du rein et des testicules a et6 realisee en 
utilisant une extraction par phenol acidique. Les preparations 
d'ARN total one ete traitees par la DNasel {purifiees de toute 
RNase residuelle) et 1 'ADNc a ete synthetise pendant 30 minutes 
a S0°C en utilisant 50 UI de la reverse transcriptase du virus 
murin de Moloney de la leucemie (Boehringer Mannheim) en 
utilisant 1 ug d'ARN comme matrice. II a ensuite 6te amplifie 
pendant 35 cycles de PCR en utilisant les amorces Crel (S'-TGA 
TGG ACA TGT TCA GGG ATC-3') (SEQ ID n°4) et Cre2 <5'- CAG CCA 
CCA GCT TGC ATG A-3 • ) (SEQ ID n«5) constituant un fragment de 
l'ADNc de Cre de 865 pb. 

Example 12 : Genotypage de la souris 

L'extremite de l'ADN de la souris a ete preparee comme 
decrit dans Hogan et al . i 986 et analysee par hybridation slot 
blot en utilisant une serie de sonde . La sonde Cre peut etre 
obtenue par amplification PCR de tout plasmide qui contient la 
phase ouverte de lecture complete pour la proteine Cre en 
utilisant les amorces Crel et Cre2 . Tous ces fragments ont ete 
purifies deux fois sur gel d- agarose. Des sondes peuvent 
6galement etre prepares a partir des sequences du transgene 
25 « floxe ». 

Example 13 s Detection de !• excision induite par Cre 



15 



20 



30 



L 1 analyse Southern blot a ete realisee selon les 
techniques bien connues de l'homme de 1 ■ art (Sambrook et al, 
1989) . L'ADN a ete diger6 pendant la nuit avec les enzymes de 
restriction indiques supra (dix fois en exces) . Les fragments 
d'ADN ont ete ensuite soumis a electrophorese et transferes sur 
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nitrocellulose. Les hybridation ont &t£ r6alis6es en utilisant 
les plasmides pSAPgeo ou pPKPgeobpa radiomarqu6s (Soriano et 
al, 1991). En plus des "transgfines flox6s M , les sequences du 
plasmide pBr322 pr6sentes dans ces chimdres permettent la 
5 detection du transgdne Cre . 

L 1 analyse des souris double transg6niques portant le vecteur 
d' expression Cre et 1' allele Rxra^"'""* 1 a 6t6 r6alis6e par 
amplification PCR telle que d6crite dans Feil et al . 1996. En 
ce qui concerne la detection de 1'allSle Rxra AA " <LNU , les 

10 sequences tkneo "floxfies" ont 6t6 amplifies en utilisant les 
amorces 5* et 3', 5'- GGT TCT CCG GCC GCT TGG GT-3 ' (SEQ ID 
n°6) et 5'- GGA GGC GAT GCG CTG CGA AT-3' (SEQ ID n°7), 
respectivement . Pour ce qui est de la detection du transgSne 
Cre, les amorces Crel et Cre2 ont £t£ utilises. La 

15 visualisation de 1* excision du marqueur tkneo flox6 de 1' allele 
cible Rxra AAF5<LNU a 6t6 utilis^e en utilisant les amorces RXR1 
(5»- CCA GGA GCC TCC TTT CTC CA-3') (SEQ ID n°8) et RXR2 (5'- 
CCT GCT CTA CCT GGT GAC TT - 3 r ) (SEQ ID n°9). Ces amorces ont 
amplifi6 un fragment de 156 bp 3 partir de l'all^le Rxra de 

20 type sauvage et un fragment de 190 bp a partir de 1* allele 
recombin£ Rxra AAFa(U . Les produits amplifies ont €t€ analyses par 
61ectrophor6se sur gel d' agarose & 2%. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENE RALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDICALE ( INSERM) 

( B) RUE: 101, RUE DE TOLBIAC 
(C> VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 CEDEX 13 

(ii) T IT RE DE L ' INVENTION: PROCEDE FOUR REMODELER LE GENOME D'UN ANIMAL 
PAR TRANSFERT ZYGOTIQUE D ' UNE RECOMBINASE DE SITE 
SPECIFIQUE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEL'R: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release 11. 0, Version 111.30 (OEB) 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 392 paires de bases 
{ B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( i x ) CARACTERI ST IQUE : 

NOM/CLE: -260/+5 souris 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



CATCCACATG 


AAACACTCTA 


TAACACGCAC 


CAGAACATAA 


TAAATACAGC 


CTTGAAAAGG 


60 


AAAGCACTGA 


GACGCCTTTA 


AATGGCTATA 


CACCAACGAG 


GGGGTTGGGG 


GGGGGCTTTC 


120 


CCAGCATCCT 


CCGACAATTT 


TGAGCGCAGA 


CTTGGTAGAG 


AACCCGGCAC 


GTGGAAGGAA 


180 


ATCTCGCGAG 


AAGTCGTGCG 


CGCAGAGATC 


CCGGCCAGCT 


GGACCAACCG 


TTAAATTGAG 


240 


CCGGTCGCGG 


CCAGCCTCCC 


AGTCC 








265 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 392 p.iires dc bases 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMDRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6nire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERI 5TIQUE : 

NOM/CLE: -316/+5 rat 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CATTCACACG AAATACTCAA TAACACAAAC CAGAAAGTAA TAAATCATTA AAAAAAGAAA GO 

GAAGCAAAGA AATGAGACTC CTTTAAATGG CTATAAGCCA ATGTGATAGT TGGACGTTAA 120 

GGTTGTGAGC GCCTCAGCTC TTTTGTCTGA GCACCAGCCA GGAAAGCTTT CCCAGAGTCC 180 

TCTGACAATT CTGACTGCAG AGTTGGTGGA GAATCAGAAC TCGGCCCCGT GGGAAGGGAA 24 0 

ATCCCGCGAG AAGTGTGCAC GAGATCCCGG CCAGCTGGAT CAACGGTTAA ATTTAGCCAG 300 

TACAGCCCAG CTGCCCAGTC C 321 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 186 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C> NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

NOM/CLE: -54/+S souris 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3: 
CATCCCCGCC AGCTGGACCA ACCCTTAAAT TGAGCCGGTC CCGGCCAGCC TCCCAGTCC b9 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUE5 DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paircs de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMDRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYFE DE MOLECULE: ADNc 



( ix) CARACTERI STIQUE : 

NOM/CLE: amorce Crel 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: A: 
TGATGGACAT GTTCAGGGAT C 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 
(D) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix ) CARACTERI STIQUE : 

NOM/CLE: amorce Cre2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CAGCCACCAG CTTGCATGA 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUE5 DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 p.iircs do bases 
(RJ TYFE : nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRIN5: simple 
(t>) CONFIGURATION: linoairo 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



( i x ) CARACTERISTIQUE : 

NOM/CLE: amorce 5' 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ I D NO : 6: 
CGTTCTCCGG CCGCTTGGGT 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 poires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



( ix ) CARACTERISTIQUE : 

NOM/CLE: amorce 3* 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GGAGGCGATG CGCTGCGAAT 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
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(B) TYPE : nucl6otide 

(C) NOMBRE DE URIN5: .simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CCAGGACCCT CCTTTCTCCA 

( ix) CARACTERISTIQUE: 

NOM/CLE: amorce RXR1 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(O) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



( ix) CARACTERISTIQUE: 

NOM/CLE: amorce RXR2 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CCTGCTCTAC CTGGTGACTT 
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RE VEND I CAT IONS 



1. Precede pour transferer dans un oocyte une proteine 
5 d'interet, qui possede une forte af finite pour L'ADN, sous 

sa forme active, caracterise en ce qu'il comporte les 
6tapes suivantes : 

a) Expression dans les cellules germinales males d'une 

proteine possedant une forte affinite pour L'ADN, ladite 

10 proteine restant associee a la chromatine des 

spermatozoides . 

b) Fertilisation des oocytes et transfere de la protSine par 
lesdits spermatozoides. 

a) Liberation de la proline sous sa forme active lors de la 
decondensation de la chromatine apres la fecondation. 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que ledit 
g^ne d'interet est un gene codant pour une recombinase 
specif ique de site. 



15 



20 



25 



30 



3. ProcSdS selon la revendication 2 caract6ris£ en ce que la 
recombinase est Cre. 

4. Procede d' insertion d'une sequence etrangere dans le genome 
d'un animal comprenant les 6tapes suivantes : 

a) Expression d'une recombinase specif ique de site dans les 
cellules germinales d'un male portant au moins un site 
specifique dans son genome, ladite recombinase restant 
associee a la chromatine des spermatozoides. 

b) Fertilisation des oocytes et transfert de la recombinase par 
lesdits spermatozoides. 



BNSDOCID: <FR 2782734A1_I_> 



61 



2782734 



5 



10 



20 



25 



30 



O Microinjection d'un ADN recombinant possSdant la structure 
« site spScifique-sSquence Strangle » dans le pronucleus 
mSle aprSs f^condation. 



que 



d) insertion de ladite sequence etrangere au site specifi 
dans le genome de 1'embryon au stade l cellule, catalysee 
par la recombinase liberee lors de la decondensation de la 
chromatine du spermatozoide . 



5. Precede selon la revendication 4 caracterise en ce que 
ladxte sequence etrangere comporte un gene d'interet a 
exprimer sous le contr61e d'un promoteur eventuel lement 

tissu(s) spScif ique (s) . 

•5 6. Precede selon l a revendication 5 caracterise en ce que 
ladxte sequence etrangere comporte un gene rapporteur fusionn6 

a un promoteur d'interet. 



7. Precede selon 1'une des revendications 6 caracterise en ce 
que ladite sequence etrangere comporte en outre un Element 
accepteur d-epissage (SA, , une sequence IRES et/ou un signal de 



polyad6nylation . 



8. Precede de remplacement d'une sequence X par une sequence Y 
dans le g<Snome d , un animal caract6ria , en ce ^ tl ^ ^ 

etapes suivantes : 

a) Expression d'une recombinase specif ique de site dans les 
cellules germinales d'un male portant une structure * site 
specifique-sequence x-site specifique » dans son g s n0 me 
ladxte recombinase restant associee a la chromatine de' 



spermatozoides . 



s 



BNSDOCID: <FR_ 



2782734 



62 



b) Excision de la sequence X lors de la spermatogone par la 
recombinase . 

c) Fertilisation des oocytes et transfert de la recombinase par 
lesdits spermatozoides. 

5 d) Microinjection d'un ADN recombinant possedant la structure 
« site specifique- sequence Y -site specifique » dans le 
pronucleus mSle apres fecondation. 
e) Insertion de la sequence Y au site specifique dans le genome 
de l'embryon au stade l cellule, catalysee par la 
10 recombinase liberee lors .de la decondensation de la 

chromatine du spermatozoide . 

9. Procede de remplacement d'une sequence X par une sequence Y 
dans le genome d'un animal caracterise en ce qu'il comprend les 
Stapes suivantes : 
15 a) Expression d'une recombinase specifique de site dans les 
cellules germinales d'un male portant une structure « site 
specifique -sequence X-site specifique » dans son genome, ladite 
recombinase restant associee a la chromatine des 
spermatozoides. 

20 b) croisement dudit male avec une femelle possedant la 
structure « site specifique- sequence Y -site specifique » dans 
son genome, ladite recombinase catalysant la recombinaison 
entre sites specif iques. 

25 10. Procede selon l'une des revendications 4 a 9 caracterise en 
ce que ladite recombinase est Cre et ledit site specifique est 
un site LoxP, ou un variant ou un mutant de la sequence LoxP. 



30 



11. Procede selon l'une des revendications 4 a 10 caracterise 
en ce que ladite recombinase est exprimee sous le controle d'un 
promoteur permettant une expression efficace dans les 
spermatocytes d'un mammifere. 
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12. Procede selon la revendication ll caracterise en ce que 
ledit promoteur comporte au moins une region du promoteur 
Sycpl, EF-lalpha, IAP, FRMl', Pdha-2 , Hsp70-2, Camll, Hit, P 4- 
Gtase, Z/yi', Tcp-lObt, Pg k - 2 , Hst7 0 , Hox-a.4', Proacrosin, c- 
5 Kit, ACE ou Prm-1. 



10 



J 5 



20 



25 



30 



13. ProcSdS selon la revendication 12 caract^risS en ce que 
ledat promoteur comporte au moins une sequence ayant au moins 
80 % d< identity la region du promoteur Sycpl de sequence SEQ 
ID n°l. 

14. Animal transgenique susceptible d'etre obtenu par le 
precede selon 1 ' une des revendi cat ions 4 a 13. 

15. Sequence nucleotidique permettant de promouvoir 
efficacement 1'expression d'un gene d'interet pendant la 
premiere phase meiotique des spermatocytes d'un mammifere 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins une sequence ayan- 
au moins 80 % d' identity avec la sequence SEQ id n°l. 

16. Sequence nucleotidique selon la revendication 15 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins la sequence SEQ id 
n°l ou SEQ ID n°2. 

17. sequence nucleotidique comprenant au moins une sequence 
selon 1'une des revendications 15 a 16 fusionnee a une 
sequence codante pour un gene d'interet. 

18. Sequence nucleotidique selon la revendication 17 
caracterisee en ce que ledit gene d'interet est un gene codant 
pour une recombinase specif ique de site. 
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19. Sequence nucleotidique selon la revendication 18 
caract<§ris<§e en ce que ladite recombinase est Cre . 

20. Molecule d'ADN comportant au moins une sequence selon 
l'une des revendications 17 a 19 caracterisee en ce qu'elle 
se trouve sous la forme d'un plasmide, d'un vecteur viral, 
d'un pseudo-vecteur, ou d'un ADN nu lineaire ou circulaire. 

21. Animal transgenique contenant dans son genome une sequence 
nucleotidique selon l'une -des revendications 17 a 19 
permettant 1' expression d'un gene d'intSret specif iquement 
dans les spermatocytes. 

22. Animal selon la revendication 21 caracterise en ce que le 
gene d'int^ret est une recombinase specif ique de site. 

23. Animal selon la revendication 22 caracterise en ce que la 
recombinase est Cre. 

24. Animal selon l'une des revendications 22 et 23 caracterise 
en ce que la recombinase demeure associee a la chromatine 
des spermatozoides . 

25. Utilisation d'un animal selon la revendication 24 dans le 
proc6d6 des revendications 4, 8, et 9. 

26. Procede de recombinaison entre chromosomes paternels et 
maternels caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : a) Expression d'une recombinase specif ique de site 
dans les cellules germinales d'un male portant dans son genome 
un ou plusieurs site(s) specif ique (s) , b) on croise un ledit 
male avec un animal femelle portant dans son genome un ou 
plusieurs site(s) specif ique (s) , ladite recombinase catalysant 
la recombinaison entre sites specifiques lors de la premiere 
phase de la mSiose. 
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27. Animal susceptible d'etre obtenu par le precede selon la 
revendicat ion 26. 

28. Animal multi transgenique obtenu en croisant entre eux les 
5 animaux selon 1 ' une des revendications 14 et 27. 

29. Animal transgenique selon l'une des revendications n, 2 7 
et 28 caracterise en ce qu'il s'agit d'un mammifere, 
notamment selectionne parmi les ovins, les porcins, les 
bovins, les rongeurs. 



10 



15 



20 



25 



30 



30 . 



Utilisation d'un animal selon la revendication 29 pour la 
preparation de substances utiles en medecine, en cosmetique, 
et/ou en agro-alimentaire , notamment de substances actives, 
de preference des peptides ou polypeptides, des anticorps' 
des antigenes, des hormones, ou des facteurs de croissance, 
et/ou pour la fabrication de supplements alimentaires . 

31. Utilisation d'un animal selon la revendication 29 comme 
modele experimental pour 1 ' identification de genes, de 
promoteur, de prolines, notamment de genes impliques ' dans 
les maladies genetiques, et/ou pour tester 1' action de 
substances actives. 

32. Utilisation d'un animal selon la revendication 29 pour la 
preparation d'organes ou de cellules presentant une meilleur 
immunocompatibilite avec les humains que les organes ou 
cellules de type sauvage ou susceptibles d' avoir un faible 
taux de re jet par les defenses immunitaires des humains. 

33. Utilisation d'un animal selon la revendication 29 pour 
1 ' £levage . 
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Fig. 4A 
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Fig. 4C 
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